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Résumé : L.’ardme d’un vin provenant d’un cépage non aromatique se forme pendant la fermentation alcoolique.
La levure peut intervenir sur les composés du mofit avec beaucoup d'enzymes périplasmiques (estérases, glucosi-
dases, lyases, lipases, protéases, peptidases, pectolytiques) et nombreuses sont les contributions scientifiques qui
soulignent l'existence d'une d’interaction entre levure et cépage dans la détermination des caractéristiques aroma-
tiques des vins. Outre l'apport individuel de composés sensoriellement actifs, la levure pourrait donc contribuer a
la transformation de précurseurs aromatiques variétaux inconnus présents dans les baies et les mofits, dont la conver-
sion attend d'étre étudiée sous ses aspects biochimiques, génétiques et physiologiques.

Summary : There are evidences that a grape must of a non aromatic vine, not having perfume and revealing by
gaschromatographie only some classes of compounds common to the musts of all the vine varieties, can originate
a pool of characterizing fragrant substances after contact with the yeast during fermentation. Therefore, despite the
scarce scientific knowledge available on biochemical mechanisms involved in Saccharomyces cerevisiae in the
formation of a wine aromatic pattern, it can be likely hypothesized that the yeast could be the biological motor of
this aromatic transformation. The yeast can act on the compounds of the must with many periplasmic enzymes
(estérases, glycosidases, lyases, lipases, proteases, peptidases, pectolytiques) and several are the scientific contri-
butions underlining the existence of an interaction between the yeast and the vine variety in the formation of wine
aromatic characteristics. Besides the individual contribution of substances sensorially active, the yeast would contri-
bute to the transformation of unknown varietal aromatic precursors that are in the grape skins and/or musts. The
biochemical, genetic and physiological aspects of this transformation still have to be understood. At the end, we
have to answer some important questions such as the mutual role that grape and/or yeast enzymes have during and
soon after crushing in the liberation of the varietal precursors and in the conversion of these in fragrant compounds.
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INTRODUCTION

Un mott d'un cépage non aromatique ne révele
aucune substance aromatique a 1'analyse chromato-
graphique sauf la présence de certaines classes de com-
posés par ailleurs communs aux mofts de toutes les
variétés. Le profil aromatique se modifie totalement
pendant et apres la fermentation avec l'apparition de
nombreux composés facilement identifiables tant par
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analyse sensorielle que chromatographique. On peut
donc déduire que le travail effectué par la levure est
important et doit étre pris en compte par les vinifica-
teurs. Outre 'apport individuel de composés senso-
riellement actifs, la levure pourrait contribuer a la
transformation de précurseurs aromatiques variétaux
inconnus, présents dans les moiits, dont la conversion
attend d'étre étudiée sous ses aspects biochimiques,
génétiques et physiologiques, aussi bien au niveau de
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la levure (en tant que source d'activités enzymatiques
aptes a transformer le précurseur en arome (ou mar-
queur aromatique) qu'a celui du cépage (en tant que
source primaire du précurseur).

Il semble donc intéressant de faire le point sur I'état
des recherches a ce sujet et en particulier sur les connais-
sances scientifiques déja acquises d’une part sur les
caractéristiques biochimiques et physiologiques de la
levure et d’autre part sur la composition des mofits de
raisin. En effet, 1'existence d’interactions entre levure
et cépage dans la détermination des caractéristiques
aromatiques des vins peut étre déterminante.

ETAT DES RECHERCHES
DANS LE SECTEUR

Depuis que Pasteur exprima la conviction que « le
vin ordinaire, son gofit, ses qualités dépendent certai-
nement, pour une grande partie, de la nature spécifique
des levures qui se développent pendant la fermentation
des raisins » (GALZY, 1974), de nombreuses expé-
riences ont été effectuées pour démontrer I'influence
de la souche de levure dans la détermination des carac-
téristiques de typicité de chaque vin. En réalité, les résul-
tats obtenus par plusieurs auteurs étaient souvent en
contradiction et mettaient en lumiere une importante
variabilité biologique a l'intérieur de la souche, de facon
aannuler la signification des différences existant entre
souches (USSEGLIO-TOMASSET et DI STEFANO,
1981). Nonobstant cela, en procédant au moyen de
comparaisons rigoureuses, tant en laboratoire qu'en
cave, on a réussi au cours des vingt dernieres années
a démontrer que les différences aromatiques étaient
produites par des souches de Saccharomyces cerevi-
siae sélectionnées pour les vins suivants : Lambrusco
(SOLI et al., 1977 ; TINI et al., 1976), Bianco di
Custoza, Cortese dell'Oltrepo Pavese, Riesling
dell'Oltrepo Pavese, Blanc de Morgex-La Salle,
Moscato di Chambave (DELFINI, 1985, 1992a ;
DELFINI et al., 1982, 1994, 1995) et Sagrantino
(CIANI et ROSINI, 1990).

Ce travail de sélection clonale des levures a été effec-
tué uniquement par l'analyse sensorielle, au moyen de
criteres méthodologiques statistiques et de tests de
dégustation éprouvés (Duo-Trio Test, Test de préfé-
rence et Test d'identification sensorielle d'un marqueur
aromatique a l'aide de descripteurs aromatiques et d'un
panel sélectionné de dégustateurs). Intéressants (voir
plus loin), sont aussi les résultats expérimentaux qui
démontrent, a travers l'analyse chimique, l'intervention
directe et exclusive de la levure dans la transformation
de précurseurs d'origine végétale en marqueurs aro-
matiques.
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CONNAISSANCES SUR LA
CONTRIBUTION DE LA LEVURE
DANS LA LIBERATION
DE SUBSTANCES AROMATIQUES
DANS LES MOUTS

La production de métabolites sensoriellement actifs
utiles (ar6mes) ou nuisibles (off-flavors) par la levure
et contribuant a la formation du caractére aromatique
d'un vin, dépend fortement des caractéristiques indivi-
duelles de la souche, de la température de fermenta-
tion, de la disponibilité d'oxygene (DELFINI, 1982,
1985 ; DELFINI et al., 1992a, b, c ; HOUTMAN et
al., 1980a) et de métabolites rapidement assimilables
(acides aminés, acides gras, stérols, caroténoides, etc.)
(CONTERNO et DELFINI, 1994 ; DELFINI et al.
1993 ; HOUTMAN et al., 1980a,b, 1981). I abondante
littérature scientifique, décrite ci-apres en témoigne.

Terpénes des raisins. Cette classe de composés
odorants d'origine végétale est particulierement pré-
sente dans les motts de Muscat. Ils existent sous la
forme libre (linalol, o-terpinéol, nérol, géraniol) et sous
la forme de mono et di-glucosides, inodores. Leur libé-
ration par voie enzymatique peut avoir lieu aussi bien
grace a des B-glucopyranosidases végétales ou celles
périplasmiques de Saccharomyces cerevisiae, apres
intervention de B-D-apiofuranosidase, de o-L-arabi-
nofuranosidase ou de o-L-rhamnopyranosidase qui
détachent le glucide terminal (BAYONOVE et al.,
1971, 1984 ; WILLIAMS et al., 1980, 1982 ; WIL-
SON et al., 1984, 1986 ; ARYAN et al., 1987 ; BIRON
etal., 1988 ; DARRIET et al., 1988 ; NOBLE et al.,
1988 ; STRAUSS et al., 1988 ; GUNATA, 1994 ;
GUNATA et al., 1985b, 1988, 1989, 1990abc ; COR-
DONNIER et al., 1989 ; BRILLOUET et al., 1990 ;
VOIRIN et al., 1990 ; MATEO et DI STEFANO,
1997).

Les B-glycosidases d’origine végétale sont forte-
ment inhibées par le glucose, selon CORDONNIER
et al. (1989) et DELCROIX et al. (1994), celles de la
levure le sont seulement a raison de 20 p. cent en pré-
sence de 100 g/L de glucose ; en outre, 15 degrés d'al-
cool ont un effet inhibant sur 10 p. cent d'entre elles
et une concentration en SO, de 50 mg/L n'a aucun effet.

Aux pH des moiits (2,8-3,8) les -glucosidases d’ori-
gine végétale ou issues de culture d’Aspergillus niger
sont tres peu stables et actives (5 p. cent a un pH de
2,8), cette instabilité est moins prononcée avec celles
d’origine levurienne.

Similairement aux formes glycosylées des terpé-
nols volatils du Muscat, on a montré la présence d'autres
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marqueurs aromatiques variétaux (WILLIAMS et al.,
1982 ; WINTERHALTER, 1992).

Enfin, la levure peut contribuer a la transformation
du géraniol en acétate de géranyle, du citronellol en
acétate de citronellyle et du nérol en acétate de néryle
(DI STEFANO et al., 1992).

Thiols. Les composés soufrés de type thiols sont
caractérisés par des notes trés caractéristiques (cas-
sis, buis, genét, etc.) et par un seuil olfactif extréme-
ment bas.

Dans les vins du cépage Sauvignon, le dégustateur
décele des nuances herbacées a fruitées, évoquant le
poivron vert, le buis, le genét, le pamplemousse, le fruit
de la passion, etc.

ALLEN et al. (1991) ont remarqué que 1’odeur
de poivron vert est due a des méthoxypyrazines
(figure 1). DUBOURDIEU et DARRIET (1993),
DARRIET et al. (1995), TOMINAGA et al. (1996 et
1998a) ont démontré que les notes de buis, de bour-
geon de cassis, de feuille de tomate et de fruit de la pas-
sion, descripteurs utilisés par de nombreux auteurs,
sont dues a un groupe de composés, parmi lesquels il
faut citer la 4-mercapto-4-méthylpentan-2-one. (Selon
la nouvelle regle de nomenclature internationale des
composés chimiques (IUPAC), le préfixe sulfanyl doit
remplacer le préfixe mercapto et le préfixe méthyl-sul-
fanyl doit remplacer le préfixe méthylthio). Ce com-
posé existe dans les mofits sous forme de S-conjugués

Fig. 1 — 2-méthoxypyrazine
Fig. 1 — 2-methoxypyrazine
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Fig. 2 - a : 4-méthyl-4-mercaptopentan-2-one
b : 3-mercaptohexyl acétate

a

b

Fig. 2 - a : 4-methyl-4-mercaptopentan-2-one
b : 3-mercaptohexyl acetate
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a la cystéine. Il est révélé au cours de la fermentation
alcoolique ; cette libération est plus ou moins impor-
tante selon la souche de levure de S. cerevisiae qui réa-
lise la fermentation (MASNEUF, 1996). 1l faut
également mentionner 1’acétate de 3-mercaptohexile
formé par acétylation du 3-mercaptohexan-1ol
(figure 2).

Le cas de ce cépage et intéressant. Il nous donne un
nouveau modele d’interaction entre la composition des
raisins d’un cépage déterminé et la levure. Il pourrait
donc étre appliqué a I’étude d’autres variétés.

Phénols volatils. Ce sont des composés odorants
et pour la plupart responsables de certaines déviations
dans les vins. Leur présence est imputable a I'activité
de la cinnamate décarboxylase (CD) de S. cerevisiae ;
la spécificité de la cinnamate décarboxylase est étroite,
seuls les isomeres trans de certains acides de la série
cinnamique peuvent étre décarboxylés en vinyl-phé-
nols. Parmi les acides cinnamiques du raisin, les acides
p-coumarique et férulique sont décarboxylés et il se
forme respectivement du vinyl-4-phénol et du vinyl-
4-gatacol (figure 3) (VERSINI er al., 1990 ;
CHATONNET 1993a et b). Ces composés peuvent
donner au vin des défauts olfactifs et gustatifs quand
ils sont présents en mélange (1 + 1) a une concentra-
tion supérieures a 700 p/L. On associe aux vinyl-phé-
nols une odeur douceétre-floral, de caoutchouc si en
exces (cas de 4-vinyl-phénol), de médicament, de phé-
nol (caractere phénolique des vins), d’épices et de clou
de girofle (cas de vinyl-gaiacol).

Apres avoir démontré que 'activité décarboxyla-
sique sur les acides féruliques et p-coumariques est tres
fréquente chez Saccharamyces cerevisiae, GRANDO
etal. (1993) ont consideré que ces phénols volatils sont
responsables de la typicité aromatique des vins issus
du cépage Gewiirztraminer.

Selon CHATONNET et al. (1993b), I'activité cin-
namate carboxylase de S. cerevisiae est endocellulaire,
constitutive et exerce son activité uniquement pendant

a b

Fig. 3 - a : 4-vinyl-gaiacol ; b : 4-vinyl-phénol
Fig. 3 - a : 4-vinyl-guaiacol ; b : 4-vinyl-phenol
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la fermentation alcoolique ; elle serait inhibée par la
présence de composés phénoliques en particulier les
procyanidines oligomeres ( DUBOURDIEU et al.,
1989 ; BAYONOVE et al., 1990). 1l s'ensuit que les
vinyl-phénols abondent seulement dans les vins blancs
et dans les vins rosés obtenus par vinification en blanc
des raisins rouges.

Les vins rouges ne contiennent donc que de faibles
quantités de vinyls phénols, mais ils peuvent présen-
ter des teneurs élevées en éthyl-phénols. Ces compo-
sés sont particulierement malodorants, 1’éthyl-phénol
aune odeur d’écurie et I’éthyl-4-gaiacol, moins désa-
gréable a des notes odorantes de type fumée épicée.
Des études récentes montrent que ces composés
sont principalement formés par des levures apparte-
nant au genre Brettanomyces (ou Dekkera) ;
I’espece rencontrée dans le vin est Brettanomyces
bruxellensis (CHATONNET, 1992). L’ étude des méca-
nismes de la biosynthese des éthyl-phénols par cette
levure a mis en évidence I’action de deux enzymes. La
premiere est une cinnamate décarboxylase qui contrai-
rement a celle de S. cerevisiae n’est pas inhibée par les
composés phénoliques. La seconde est une vinyl-phé-
nol réductase qui transforme les vinyl-phénols formés
par la cinnamate décarboxylase en éthyl-phénols.
Certaines souches de Pediococcus et quelques lacto-
bacilles peuvent de fagon extrémement limitée former
des éthyl-phénols (CHATONNET et al., 1992a et
1995 ; CAVIN et al., 1993) ; Leuconostoc oenos serait
incapable d’une telle activité a cause peut étre du
manque de transport spécifique (CAVIN et al., 1993).

Acides gras, stérols, caroténoides, norisopré-
noides, esters d'aminoacides. Les levures vinaires
étant dotées de lipases (ROSE et HARRISON, 1989),
peuvent contribuer a la libération dans le moat d'acides
gras et de stérols, précurseurs d'esters éthyliques sen-
soriellement actifs (HOUTMAN er al., 1980a,b ;
HOUTMAN et DU PLESSIS, 1981 ; DU PLESSIS et
VAN ROOYEN, 1982 ; DELFINI et al. 1992¢ ; RAVA-
GLIA et DELFINI, 1993). Méme les caroténoides et
les norisoprénoides sont des classes de composés étu-
diés par plusieurs auteurs comme des substances aro-
matiques primaires possibles ou des précurseurs de
molécules aromatiques dans les mofits et dans les vins
(DI STEFANO 1985a ; SIMPSON et MILLER, 1983 ;
RAZUNGLES et al., 1988 ; WINTERHALTER et al.,
1990).

Les levures peuvent enfin former des esters éthy-
liques d'aminoacides qui ont toutefois un seuil olfac-
tif élevé (HERESZTYN, 1984 ; HERRAITZ et al.,
1993).
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COMPOSES DERIVANT DU
METABOLISME DE LA LEVURE

- Terpenes des levures. Outre les terpenes des rai-
sins, déja vus, il y a des terpénes de provenance levu-
rienne. HOCK et al. (1984) ont remarqué que certaines
souches de Kloeckera apiculata, Metschnikowia pul-
cherrima, Candida stellata et Torulaspora delbruec-
kii sont en mesure de produire, en milieu synthétique,
jusqu'a 1572 /L de linalol, tandis que d’autres souches
de Saccharomyces cerevisiae, S. bayanus, (eX. uva-
rum), S. uvarum peuvent produire jusqu'a 2346 u/L de
farnésol.

- Acétaldéhyde, associé a l'odeur de corme, d'oxydé
et d'éventé.

- Acides caprylique et caprique, associés a I'odeur
de fruit acide (odeur « caprylique » dans la bicre).

- Acide sulfhydrique, anhydride sulfureux et
composés sulfurés sont associés aux odeurs de lies,
d’ceufs pourris, alliacés, de mercaptan, de caoutchouc
vulcanisé.

L’hydrogene sulfuré est directement issu du méta-
bolisme levurien. Sa formation est sous la dépendance
des enzymes responsables de la réduction des sulfates
et de la biosynthese de certains acides aminés soufrés
(cystéine et méthionine) pendant la fermentation et
I’élevage (DELFINI, 1979).

11 se forme également d’autres composés soufrés
volatils présentant des seuils de perception tres bas et
des notes olfactives pas toujours désirables lorsqu’on
recherche un bouquet net et fin (GONIAK et NOBLE,
1987 ; RAUHUT, 1990). RAPP er al. (1985),
CHATONNET et al. (1992), LAVIGNE et al. (1993),
PARK et al. (1994) signalent par exemple les com-
posés suivants, les plus significatifs sur le plan quan-
titatif : sulfure de carbonyle, méthyle mercaptan, éthyle
mercaptan, sulfure de diméthyle, disulfure de carbone,
sulfure de diéthyle, sulfure de diméthyle, 3-méthyl-
thio-1-propanol, 2-méthyl-tétrahydro-3-thiophénone
(figure 4). La levure forme aussi une petite quantité
d’anhydride sulfureux (DELFINI et al. 1976, 1977)

N

Fig. 4 — 2-méthyl-tétrahydro-3-thiophénone
Fig. 4 — 2-methyl-tetrahydro-3-thiophenone
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- Benzaldéhyde : Ce composé est associé a l'odeur
d'amande amere ; dans les vins blancs, son seuil olfac-
tif est compris entre 3,0 et 3,5 mg/L. S. cerevisiae forme
du benzaldéhyde en présence d'alcool benzylique
et de basses concentrations en glucose (DELFINI et
DI STEFANO, 1984 ; DELFINI, 1987 ; DELFINI e?
al., 1991).

- Acétamide : Cette substance présente une odeur
piquante ou d'urine de rat. Elle est produite surtout par
des levures du genre Brettanomyces. CRAIG et al.
(1984) et HERESZTYN (1986) ont relevé que I'odeur
d’urine de rat peut étre également due a l'acétyl-tétra-
hydropyridine (figure 5) produite tant par
Brettanomyces que par Lactobacillus. Selon
SCHREIER (1975), seuls les amines primaires peu-
vent étre transformées en acétamides secondaires par
S. cerevisiae, en conditions d’anaérobiose.

Fig. 5 — Acétyl-tétrahydropyridine
Fig. 5 — Acetyl-tetrahydropyridine

- Octanol, octyle acétate, associés a des odeurs de
rose-orange-jasmin et pomme-citron et 3-méthyl-thio-
propyle acétate, a une odeur de composés soufrés, de
caoutchouc vulcanisé. IIs peuvent étre produits en
grande quantités a partir de Schizosaccharomyces sp..
Dans un vin de Muscat attaqué par des Schizosaccharo-
myces japonicus V. versatilis, on a relevé 340 u/L
d’octyle acétate, et environ 1 mg/L de octanol. En
milieu synthétique, la méme souche a produit en plus
1 mg/L de 3-méthyl-1-thiopropyl acétate (DI STE-
FANO et DELFINI, 1984).

- Acétate d'éthyle, associé a I'odeur d'acescence.
Cet ester est produit par toutes les levures et par les
bactéries acétiques ; les quantités formées sont tres dif-
férentes d'une souche a l'autre.

- Glyoxal et méthyl-glyoxal ou aldéhyde pyru-
vique. Ce sont aldéhydes produites aussi bien par des
levures que par des bactéries responsables de la fer-
mentation malolactique (DE REVEL et BERTRAND,
1993) en quantités de 'ordre de quelques centaines de
pg par litre. s sont indésirables surtout du point de
vue hygiénique, tandis que I'on ne connait pas leur
contribution odoriférante.
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- Alcools et aldéhydes en C6. Ces composés sont
associés a des odeurs de fruits et aux notes herbacées.
Selon HOUTMAN et DU PLESSIS (1985), I’ origine
de I’hexanol et de I’hexenal est le raisin, par contre
I’hexanol acétylé a une origine levurienne. Selon
GOMEZ et al. (1993) I’aldéhyde trans-2-hexenal et
les alcools hexanol et cis-3-hexénol apparaissent prin-
cipalement pendant les premieres heures de la fer-
mentation et les levures seraient les responsables de
leur transformation successive.

- Diacétyle, associé a I'odeur de lait fermenté et de
beurre. Ce composé est surtout présent dans des vins
qui, suite a un développement des bactéries malolac-
tiques (Lactobacillus et Leuconostoc), ont métabolisé
de grandes quantités de glucose et de fructose et ont
produit des quantités importantes d'acide lactique.

Le diacétyle semble provenir du métabolisme secon-
daire des levures ainsi que l'affirment RADLER (1962),
FORNACHON et LLOYD (1965), GUYMOND et
al. (1965), KUNKEE et al. (1965) et PILONE (1966)
bien que beaucoup d'auteurs (POSTEL ez al., 1983 ;
MASCARENHAS, 1984) pensent qu'il est exclusive-
ment d'origine bactérienne, comme c'est le cas du 2-
acétyl-lactate et de I'acétoine (3-hydroxy-2-butanone-
acétylméthylcarbinol). En réalité, ce dernier a été plu-
sieurs fois identifié dans des milieux synthétiques fer-
mentés par des souches de levure en culture pure
(CIOLFl et al., 1981 ; DI STEFANO et al., 1981 ;
ROMANO et al., 1993). Toutefois, selon POSTEL
etal. (1983) les levures dégradent rapidement le diacé-
tyle, 'acétoine et le 2-acétyl-lactate formés par les
mémes levures, soit au cours des premicres phases
de la fermentation alcoolique, soit par les bactéries.

En outre, les levures seraient en mesure de former
également le 2-acétohydroxybutyrate et le 2,3-penta-
nedione.

- Alcools a longue chaine (alcools supérieurs) asso-
ciés a l'odeur d'alcool et de fruits mirs (propanol-1) et &
des notes douceétres et piquantes (alcool isoamylique),
quelquefois indésirables. Les quatre alcools a « longue »
chaine principalement produits par les levures sont les
suivants : propanol-1, méthyl-2-propanol-1, méthyl-
2-butanol-1, méthyl-3-butanol-1.

La formation de ces composés augmente sensible-
ment en présence de faibles teneurs en cation ammo-
nium (USSEGLIO-TOMASSET, 1975) ou de grandes
quantités de particules solides en suspension et parti-
culierement quand ces dernieres ont une taille impor-
tante (KLINGSHIRN et al., 1987) (par exemple dans
les mofits non clarifiés).
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- Colloides glucidiques. Les levures liberent dans
le mofit en fermentation quelques centaines de mg/L
de colloides glucidiques constitutés principalement de
mannanes et de glucanes et, en plus petites quantités,
des polymeres du galactose et du rhamnose. Ces der-
niers ont un fort pouvoir colmatant sur les membranes
filtrantes (CASTINO, 1984 ; CASTINO et DELFINI,
1984, 1986) et agissent contre les précipitations tar-
triques (LUBBERS, 1993 ; MOINE-LEDOUX et
DUBOURDIEU, 1999) ; leur importance d’une part
sur le plan sensoriel ne semble pas encore définitive-
ment démontrée (SCHOBINGER et al., 1992) ainsi
que d’autre part dans la formation du perlage des vins
pétillants MALVY et al., 1994 ; ROBILLARD, 1994).
Toutefois, FEUILLAT (1994) aurait démontré une
influence importante des colloides des vins sur la vola-
tilité des substances odorantes et donc sur l'intensité
du bouquet.

ENZYMES DE LEVURE IMPLIQUES
DANS LA CARACTERISATION
AROMATIQUE DES VINS

- B-glucosidase, cinnamate décarboxylase. On a
déja parlé de ces enzymes en ce qui concerne les ter-
penes et les phénols volatils.

- Protéases périplasmiques et d'autolyse. La libé-
ration de protéases protoplasmiques de la levure en
phase autolytique a été montrée par plusieurs auteurs
(LURTON, 1988 ; GIUDICI et al., 1992, 1993) mais
une controverse subsiste quant a leur inhibition par le
pH et les polyphénols du vin. Selon LURTON (1988)
I'endoprotéase A de S. cerevisiae est réellement active
méme a pH 3.0 et provoquerait la libération de pep-
tides, sur lesquels cependant les métalloexopeptidases
de cette méme levure se révéleraient peu actives, étant
dotées de pH optimaux plutdt élevés ; il s'ensuit que
I'hydrolyse des protéines constitutives de la levure, par
autolyse, se révélerait seulement partielle avec la libé-
ration de nombreux peptides et d’une petite quantité
d'aminoacides libres.

On a confirmé au contraire que Saccharomyces
cerevisiae possede des protéases extracellulaires
capables d'hydrolyser in vivo 'hémoglobine et la caséine
(FEUILLAT et al., 1980 ; FEUILLAT et CHAR-
PENTIER, 1982 ; ROSI ez al., 1987 ; ROSI, 1993)
ajoutées au milieu en fermentation. Ce milieu possede
en outre des peptidases périplasmatiques liées au sys-
teme de transport actif (CARTWRIGHT et al., 1989)
capables de détacher directement, a partir des protéines
du milieu, des dipeptides ou tripeptides et de les utili-
ser comme source azotée sans une hydrolyse profonde.
En fait, les levures vinaires sont en mesure de se mul-
tiplier dans un milieu ne contenant comme seule source
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d’azote, que les protéines du mott (CONTERNO et
al., 1994).

L'importance technologique des protéases et des
peptidases de la levure pendant la vinification est remar-
quable et concerne tant les aspects technologiques (par
exemple clarification des mofits et des vins) que ceux
nutritionnels pour la levure. Les aminoacides sont,
en outre, des précurseurs aromatiques (ROUS et
SNOW, 1983). Leuconostoc oenos, 1a bactérie malo-
lactique du vin, possede aussi des peptidases et des
B-glucosidases (GUILLOUX et al., 1993).

- Estérases. Les estérases d'intérét cenologique sont
surtout : 1) les arylestérases (appelées également les A
estérases) qui ont comme substrats les esters aryliques
(ex. phénylacétate) ; 2) les carboxylestérases (appelées
également B estérases) qui ont comme substrat les
esters des acides carboxyliques avec les alcools ali-
phatiques ou aromatiques (ex. butyrate d'éthyle, valé-
rate d'éthyle, caprate d'éthyle, caproate d'éthyle, etc.
3) les acétyl-estérases (appelées également C estérases)
qui ont comme substrat les esters de I'acide acétique
(ex. acétate d'éthyle, d'isoamyle, d'isobutyle)
(DELL'ORO et al., 1992).

SUOMALAINEN et al. (1972) et PARKKINNEN
etal. (1982a,b), ont démontré l'existence de lipases, de
phospholipases et de carboxylestérases dans la mem-
brane cellulaire plus particulierement dans la zone située
entre cette derniere et la paroi. Ces enzymes contri-
buent aussi bien a produire des esters (par exemple
ceux des acides gras de C4 a C16 atomes de carbone)
pendant la fermentation alcoolique qu’a les hydroly-
ser pendant la phase stationnaire de croissance, en res-

tant actives longtemps apres la mort de la cellule
(DELFINI, 1992b).

Les motfits, des le pressurage, présentent une intense
activité estérasique, tandis que des valeurs nettement
inférieures ont été trouvées dans les vins correspon-
dants (BARDI et al. 1992). Dans ces derniers, 1'acti-
vité enzymatique se maintient méme apres le
vieillissement, ce fait démontre une certaine résistance
des estérases a l'action inhibitrice de 1'alcool et des
tanins. La spécificité de ces enzymes est modifiée lors
du passage du mofit aux vins. Les estérases du mofit
sont actives sur les esters d’acides de 4 a 18 atomes de
carbone, tandis que sur le vin, les esters des acides C12,
C14 et C16 ne sont pas hydrolysés. Cette observa-
tion indique que les estérases présentes dans les mofits
sont progressivement rendues inactives pendant la fer-
mentation et remplacées par celles libérées par les
levures (BARDI et al., 1992). En fait, ces nouvelles
enzymes présentent une activité sur le caprylate et sur
le butyrate, le caproate, le caprate et le stéarate d'éthyle
(PARKKINNEN et SUOMALAINEN, 1982a,b ;
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SUOMALAINEN 1981), tandis que le laurate, le myri-
state et le palmitate ne sont pas hydrolysés. Les bacté-
ries malolactiques (Lactobacillus et Leuconostoc) sont
aussi dotées d'activité estérasique importante et peu-
vent donc contribuer a réduire et modifier le profil aro-
matique d'un vin (BARDI et al., 1992).

- Enzymes pectolytiques. Les pectines sont des
polyosides constitués par des chaines d'homogalac-
turonanes (chaines d'acide galacturonique liées en a-
1,4) et par des rhamnogalacturonanes (l'acide
D-galacturonique est alterné avec le L-rhamnose avec
liaison 1,2) ramifiés avec des glucides neutres (galac-
tose ou arabinose liés au rhamnose en 1,4). Les groupes
hydroxyles de 1'acide galacturonique en position 6 sont
en outre estérifiés avec de I'alcool méthylique. Ces deux
types de pectine participent avec la cellulose et hemi-
cellulose a la construction du réticule tridimension-
nel de la paroi cellulaire végétale, au moyen de liens
covalents, ioniques et physiques.

Les enzymes pectolytiques lysent spécifiquement
les liens des groupements métoxyles, en libérant du
méthanol, grace a la pectineméthylestérase (EC 3.1.1)
et ensuite les liaisons glycosidiques (grace a I'exo et
I'endo polygalacturonase (EC 3.2.1) et des lyases (EC
4.2.2)). Ces enzymes contribuent a la libération des
glucides cellulaires de la pellicule et de la pulpe, aug-
mentent la vitesse de clarification du mofit, le rende-
ment en jus d’égouttage et la libération de substances
technologiquement importantes, comme les antho-
cyanines, les composés d’ardmes et les précurseurs
aromatiques variétaux, etc. (BOSSO et PONZETTO,
1994).

Actuellement les enzymes pectolytiques sont obte-
nues a partir du champignon Aspergillus niger et, méme
si elles sont purifiées, elles contiennent toujours des
activités résiduelles, dont quelques unes, comme les
lipases et les B-glucosidases, peuvent étre utiles, et
d'autres nuisibles comme les cinnamyl-estérases qui
hydrolysent les esters tartriques des acides hydroxy-
cinnamiques du raisin, libérant de grandes quantités
d’acides p-coumarique et férulique. L'enzyme cinna-
mate décarboxylase (CD) produite par la levure agit
sur ces acides (DUGELAY et al., 1993).

S. cerevisiae renferme aussi des activités pectoly-
tiques, comme cela a été démontré par PARK et al.
(1972), HASHIZUME et LATTIMER (1973/1974),
MC KAY (1990), MURAD et FODA (1992) et GAIN-
VORS et al. (1994). FEDERICI (1993) I’a trouvée
dans Cryptococcus albidus.

Une activité pectolytique intense, dans la levure,
capable de s’exprimer pendant la fermentation alcoo-
lique, pourrait se révéler trés importante comme fac-
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teur de libération d'un substrat aromatique par la levure
elle-méme. Cela permettrait d’envisager d’éliminer
I'emploi d'enzymes pectolytiques d'Aspergillus niger,
qui sont exogene au raisin et pas toujours suffisamment
purifiés des activités parasitaires indésirables.

- Lipases et phospholipases. Les lipases et les phos-
pholipases des levures pourraient jouer un réle impor-
tant dans la libération de molécules sensoriellement
actives a partir des précurseurs d'origine végétale. Dans
les levures, les lipases sont actives autant a l'intérieur
de la cellule qu'a I'extérieur et sont divisées en trois
groupes selon leur spécificité (ROSE et al., 1989) :

Les lipases non spécifiques catalysent la rupture
complete du triglycéride en acides gras libres et gly-
cérol, comme celles isolées chez Candida cylindra-
cea, Candida rugosa et Candida courbée (YAMADA
etal., 1989 ; BENZONANA et ESPOSITO., 1989 ;
LINFIELD et al., 1989 ; MONTET et al., 1989 ;
LOTTI et al., 1993, 1994) ;

Les lipases spécifiques, comme celles trouvées dans
le Candida paralipolytica, Yarrowia lipolytica et
Rodotorula rubra hydrolysent la position 1 et 3 du tri-
acylglycérole (OTA et al., 1989, 1982 ; GOMI et al.,
1989 ; MUDERHWA et al., 1989). Elles présentent
des pH optimaux entre 4 et 7.

Les lipases qui sont spécifiques pour I’acide gras,
et non pour la position qu’il occupe sur la molécule de
glycérol, sont présentes dans toutes les levures et sont
actives a pH 6.

Il existe peu d'informations sur les lipases de S. cere-
visiae ainsi que sur les phospholipases. Il semble que
la plus grande partie des levures possedent quatre types
d'activités phospholipasiques.

Les phospholipases A1 et A2 coupent I'ester acy-
lique respectivement dans les positions sn! et sn"2 et
les lysophospholipases L1 et une L2 agissent respec-
tivement sur ces dernieres.

Les phospholipases C et D attaquent le lien phos-
phodiestérique en hydrolysant respectivement 1'ester
sur le glycérol ou sur la partie polaire. Une lécithinase
a été trouvée dans des souches de Rhodotorula et
Cryptococcus (ZVYAGINTSEVA et al., 1989).

L'activité lipasique des levures peut étre rapidement
évaluée par spectrophotométrie (ROGEL et al., 1989).

ETAT DES RECHERCHES
SUR LA GENETIQUE DES LEVURES

La sélection de levures en vue de I'amélioration des
vins a fait des progres remarquables ces dernieres
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années. Par contre, leur caractérisation génétique est
tres peu développée. Les facteurs qui retardent 1'étude
génétique moléculaire des levures vinaires sont : les
difficultés d'identification non équivoque de diverses
souches, les conditions de polyploide ou aneuploide
(BLONDIN et VEZINHET, 1988 ; BAKALINSKI et
al., 1990 ; BIDENNE et al., 1992 ;), 'homothallisme
(THORNTON et ESCHENBRUCH, 1976) et les dif-
ficultés de sporulation.

Les études sont plus avancées en brasserie.
Saccharomyces carlbergensis a fait 1’objet de mani-
pulations génétiques au niveau de la voie métabolique
isoleucine-valine, pour réduire la production de diacé-
tyle (VILLANUEBA et al. 1990 ; GOOSSENS et al.
1991 ; KIELLAND-BRANDT et al., 1994 ;
HENDERSON et al. 1985 ; CASEY et al. 1988).

Des interventions du méme genre sont tres limitées
dans le cas des levures utilisées pour I’élaboration des
vins. Elles pourront se développer lorsque I'on connai-
tra mieux la structure du génome, la contribution spé-
cifique des enzymes périplasmatiques a la formation
des substances aromatiques et les enzymes impliqués
dans la formation des composés indésirables.

Certains exemples intéressants concernent I'amé-
lioration des levures au moyen de techniques classiques
de sélection ou de croisement. Parmi ces dernieres,
nous pouvons citer le cas des phénols aromatiques vola-
tils. Le mécanisme de formation des composés indé-
sirables est connu et on a sélectionné des souches a
basse activité décarboxylasique de I'acide cinnamique
non productrices de vinyl-phénols. Ces souches de
levures appelées Pof-(phenolic-off flavor) ne donnent
pas lieu au défaut olfactif « phénolique », défaut qui se
manifeste, cependant, en proportion inverse a la com-
plexité aromatique (GRANDO et al, 1993 ;
DUBOURDIEU, 1994).

Un autre cas intéressant concerne les composés ter-
péniques. Quelques mutants altérés dans la biosynthese
des stérols accumulent géraniol et méme linalol. Les
genes correspondants ont été ensuite introduits dans le
contexte génétique d'une levure de vins par des croi-
sements répétés (CHAMBON et al., 1990 ; JAVELOT
etal., 1991).

Toutefois une extension ciblée de ce type de
recherches requiert la possibilité d'interventions géné-
tiques programmées.

En ce qui concerne des interventions d'améliora-
tion sur des especes polyploides, dans lesquelles 1iso-
lement des mutations récessives présente des difficultés
pratiques insurmontables, les technologies de ' ADN
recombinant représentent I'unique possibilité et donc
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les probleémes relatifs a 1’identification et a la caracté-
risation génétique des levures cenologiques, a la pos-
sibilité de les transformer, au choix des marqueurs
génétiques, a l'identification des genes codants pour
des activités enzymatiques spécifiques acquicrent une
importance cruciale.

Parmi les techniques de manipulation génétique
utilisées, nous pouvons rappeler la fusion de proto-
plastes et la cytoduction. Cette derniere technique a été
utilisée pour introduire a I'intérieur d'une souche ceno-
logique le chromosome 1 (contenant le gene FLOS)
d'une souche floculante (VEZINHET et BARRE,
1988 ; VEZINHET, 1989).

Toutefois, jusqu'a aujourd'hui, les cas dans lesquels
les techniques de ' ADN recombinant ont été appli-
quées aux levures cenologiques sont assez limités. Apres
les premieres approches de WILLIAMS et al. (1984),
c'est seulement récemment que le géne pour l'enzyme
malolactique de Lactococcus lactis et le géne pour I'en-
zyme maloalcoolique de Schizosaccharomyces pombe
ont été introduits avec succes dans une souche de levure
cenologique S. cerevisiae (VOLSCHENK et al., 1997).
L'expression optimale des deux genes dans le S. cere-
visiae a été obtenue seulement apres y avoir transféré
également le géne de transport de I’acide malique de
Schizosaccharomyces pombe.

Une tentative a aussi été effectuée avec le cADN
codant pour le caractere killer (BOONE et al., 1990),
mais les caractéristiques de la souche n’ont pas ét¢ amé-
liorées. D'autres tentatives ont été annoncées pour aug-
menter la production de glycérol et d'acide lactique
chez la levure vinaire. (BLONDIN, 1997).

DIFFICULTES DE RECHERCHE,
ACTUALITES ET PERSPECTIVES

La plus grande difficulté dans I'amélioration du pro-
fil aromatique aussi complexe que celui d'un vin réside
d’abord dans la définition de « qualité », entendue aussi
comme « caractere typique », ensuite dans la capa-
cité de la mesurer, étant donné que la qualité résulte
d'un concours de nombreux éléments interagissants et
difficilement séparables, méme au moyen des tech-
niques analytiques disponibles aujourd'hui. En outre,
il faut étre conscient que, méme si cela était possible,
la chromatographie en phase gazeuse, par exemple, ne
pourrait jamais évaluer une synergie olfactive ou gus-
tative, et donc il est inévitable qu'en dernicre analyse,
I’on doive avoir recours aux sens humains tant pen-
dant I'expérience pilote que pour un jugement défini-
tif quant a la bonne qualité des résultats obtenus.
Toutefois, I'analyse sensorielle n'est pas d'une grande
aide dans les recherches fondamentales et il faut pou-
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voir identifier des éléments objectifs et bien définis
(molécules) de « qualité » et de « caractere typique »,
sur lesquels on puisse baser un programme d'inter-
vention ciblée, moléculaire et physiologique au niveau
de lalevure et du cépage ou méme seulement de sélec-
tion clonale.

Des résultats récents (DELFINI ef al., 1995) ont en
outre démontré que dans le cas de certains vins blancs
non aromatiques tels que le Blanc de Morgex, les carac-
téristiques aromatiques typiques ne sont pas tant déter-
minées par des molécules spécifiques provenant du
cépage mais plutdt par un rapport quantitatif déterminé
entre de nombreuses substances, par ailleurs communes
a beaucoup de vins, provenant du métabolisme de la
levure.

De plus, il ne faut pas négliger l'intervention méta-
bolique de la flore lactique (fermentation malolactique)
qui concourt a modifier considérablement le profil aro-
matique d'un vin (COCITO et al., 1998 ; DELFINI
etal., 1995).

CONCLUSIONS

La levure intervient dans la formation de I'aréme
des vins de maniere complexe, soit directement avec
la production ex novo de composés sensoriellement
actifs (ou ardbmes, ou marqueurs aromatiques), soit indi-
rectement par la transformation de molécules inodores
présentes dans certains raisins, a considérer comme
des précurseurs des substances aromatiques.

Il semble prioritaire de procéder a une vérifica-
tion objective de I'implication du blastomycete dans la
formation de l'ardme spécifique imputable a I'origine
végétale, en relation avec le substrat qu'il utilise, le
mo(t, qui résume les caractéristiques génético-varié-
tales du cépage et I'influence de I'environnement (sol,
climat). En substance il faut procéder a la vérifica-
tion des hypotheses suivantes qui peuvent aussi se révé-
ler complémentaires :

a) il existe dans le mofit d'un cépage non aroma-
tique (comme dans ceux aromatiques, bien que mas-
qué par I’ardbme dominant) un potentiel odoriférant
inexprimé qui se transforme en un pool de substances
sensoriellement actives, seulement a la suite de 1'in-
tervention directe de la levure et en particulier de cer-
taines souches (dites spécifiques), dotées d'un
patrimoine enzymatique, donc génétique, approprié ;

b) la formation d'un cadre aromatique typique, plu-
tot qu'étre la conséquence de la premiere hypothese,
valable seulement pour certains cépages, est dans la
majorité des cas le résultat d'un équilibre déterminé de
concentrations des différentes composantes odorantes.
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Celles-ci seraient en grande partie connues et pro-
viendraient de précurseurs normalement distribués chez
Vitis vinifera et d'enzymes présentes chez S. cerevisiae
capables de les transformer.

Les aspects scientifique et technologique des deux
questions expérimentales sont importants, puisqu’a
partir des résultats, dériveront des stratégies d’élabo-
ration différentes pour obtenir une quantité détermi-
née tant au niveau de la sélection des levures pour
cenologie, qu'au niveau du choix des techniques d'ob-
tention du mofit et de fermentation.

L'existence de précurseurs aromatiques variétaux
est amplement démontrée dans la littérature, surtout
en ce qui concerne les cépages aromatiques de la famille
des muscats dont les mofits sont riches en terpenes soit
al’état combiné sous forme de glycosides (précurseurs
inodores) soit sous forme libre (exprimant I'odeur carac-
téristique) (DI STEFANO ez al., 1981 ; BAYONOVE
etal., 1984 ; GUNATA et al., 1985b). Toutefois les ter-
penes combinés sont communs a beaucoup de cépages
blancs et rouges, a baie neutre,. A partir de leur profil
terpénique qualitatif et quantitatif, RAPP (1988) et
VERSINI et al. (1993) ont pu regrouper en classes
ayant des relations phylogénétiques les cépages
suivants : Moscato, Riesling, Miiller-Thurgau,
Chardonnay, Pinot Blanc et rouge, Silvaner, etc. Tandis
que DI STEFANO et al. (1998) les a également trou-
vés dans le Barbera, le Canaiolo, le Grenache, le
Nebbiolo et le Sangiovese. Outre les glycosides ter-
péniques, les précurseurs jusqu'a présent identifiés dans
différents cépages par hydrolyse chimique et enzy-
matique, appartiennent aux classes des alcanols, des
norisoprénoides, des benzénoides et des thiols
(WILLIAMS et al., 1982 ; STRAUSS et al., 1987 ab;
WINTERHALTER et al., 1990 ; ALLEN et al.,, 1991 ;
DARRIET et al., 1995).

L'existence de précurseurs spécifiques est au
contraire moins certaine, ces derniers étant attribuables
exclusivement a un cépage déterminé ou pour le moins
aun groupe de cépages de la méme provenance ampé-
lographique.

Seuls pour les cépages Gewlirtstraminer (VERSINI
et al., 1994), Riesling (STRAUSS et al., 1987b ;
WALDMAN et WINTERHALTER, 1992),
Chardonnay (ARRHENIUS et al., 1996), Carbernet
Sauvignon (BAYONOVE et al, 1990) et Sauvignon
Blanc (DARRIET et al., 1995 ; TOMINAGA et al.,
1996 et 1998a) a-t-on signalé des précurseurs et des
marqueurs aromatiques correspondants, qui en 1'état
des connaissances, sembleraient appartenir en domi-
nance a un seul cépage. Dans les vins Chardonnay et
Riesling, on a aussi relevé le 2-éthyl-3-méthylmaléi-
mide (BADERSCHNEIDER et al., 1997), tandis que
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son identification semble encore incertaine dans les
mofits de Chardonnay et de Sémillon suite a une hydro-
lyse chimique des glycosides correspondants (SEF-
TON et al., 1993, 1996).

Méme dans le cas plus intéressant des thiols aro-
matiques tels la 4-méthyl-4-mercaptopentan-2-one et
3-méthylmercapto hexylacétate, caractéristiques de la
note odorante de buis, qui dans le Sauvignon blanc,
sont liés avec un pont disulfure a un aminoacide du
précurseur et non pas a un carbohydrate comme dans
le cas des terpenes, on ne peut encore exclure la pos-
sibilité qu'ils soient communs a d'autres cépages ayant
des affinités génétiques. En fait, dans le méme cépage,
la note de poivron vert est exprimée par les méthoxy-
pyrazines (ALLEN et al., 1991), composés qui sont
également présents dans le Cabernet Sauvignon
(BAYONOVE et al., 1975). L'existence de marqueurs
spécifiques, appartenant donc exclusivement & un seul
cépage parait en conséquence plutdt improbable.

11 faut de toute fagon tenir compte du fait que l'ardme
exprimé par un vin est toujours la résultante odorifé-
rante de la somme ou de la synergie d'un ensemble
de plusieurs substances, qui dans la majorité des cas
empéchent un seul composé sensoriellement actif, de
marquer de maniere tres particuliere un vin déterminé.

Dans le Sauvignon Blanc, il a été en outre démon-
tré que les thiols ne sont pas liés a un glucide, mais a
un acide aminé avec un lien S-cysteine conjugué
(TOMINAGA et al., 1996), desquels ils sont libérés
par intervention directe d'enzymes appartenant a la
levure. Il a été encore démontré que ces enzymes ne
sont pas également exprimés dans les diverses souches
d’une méme espece de levure. A partir de cet exemple,
le travail aromatique de la levure sur les cépages semble
tellement évident et déterminant qu'il ne peut étre
négligé et ni méme comparé a celui d'une hydrolyse
acide ou enzymatique provoquée en laboratoire
(WILLIAMS et al., 1984). 11 faut, en fait, tenir compte
des observations de GOMEZ et al. (1994) sur la for-
mation possible d’artefacts chimiques pendant I'appli-
cation des méthodes d'hydrolyse acide et enzymatique
dans des conditions éloignées de celles physiologiques
et technologiques, qui peuvent signaler comme pré-
curseurs des composés qui, en réalité, ne pourraient
jamais s'exprimer pendant la fermentation alcoolique.

Sous I'aspect génético-moléculaire et enzymolo-
gique, il semble important de considérer l'existence
dans la levure (connue mais peu approfondie) d'en-
zymes (tels qu'estérases, glucosidases, lipases, pro-
téases, peptidases, pectolytiques) ayant un site
circonscrit dans le périplasme et dans la membrane cel-
lulaire, donc en situation privilégiée et favorable, pour
que leur action puisse se manifester a I'extérieur de la
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cellule, surtout sur les structures colloidales complexes
qui ne sont pas transportables a l'intérieur et qui peu-
vent contenir des précurseurs d’ardmes. Ces activités
enzymatiques ont déja été signalées dans la littéra-
ture (SUOMALAINEN et NURMINEN, 1972 ;
SUOMALEINEN, 1981 ; ROSE et al., 1989 ; ROSI,
1993 ; CHAROENCHAI et al., 1997) en tant que trans-
formateurs puissants de certains substrats existant dans
le moft et dans le vin et donc ils sont a retenir comme
étant de toute facon impliqués dans la transformation
du cépage en vin.

Une autre question qui reste ouverte concerne la
transformation des précurseurs aromatiques. On se
demande si cette transformation peut survenir seule-
ment par intervention d'enzymes (du raisin ou de la
levure) ou si elle peut aussi survenir par simple hydro-
lyse chimique dans les conditions du mott d'abord et
du vin ensuite.

On peut enfin se demander si le passage des pré-
curseurs de la baie au mofit survient par simple diffu-
sion ou suite a l'intervention d'enzymes présentes dans
la baie (pectolytiques, cellulosiques, etc.).

Ce sont 1a des questions qui méritent de recevoir
une réponse expérimentale rigoureuse afin d'une part
de pouvoir expliquer scientifiquement l'apparition pen-
dant la fermentation alcoolique de I’odeur variétale
typiques d'un vin et d'autre part de mieux cibler 1'ap-
plication des techniques de génétique moléculaire en
vue de 'amélioration des cépages et des levures utili-
sées pendant les vinifications. Ces données permet-
traient de choisir les méthodes les plus adaptées a la
vinification.

Cette revue bibliographique constitue la premiere
étude préliminaire inhérente au programme de
recherche N. 255, intitulée « Mécanismes biochimiques
et moléculaires chez les Saccharomyces cerevisiae
impliqués dans la formation de marqueurs aromatiques
variétaux des vins » afférent au Projet National
Biotechnologie Végétale-1996/2000, domaine 6-micro-
organismes utiles, financé par le Ministere pour les
Politiques Agricoles.
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